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(57) Abstract 



The spangle (1) which is filled at both its ends (13, 14) until it is used in the animal contains an embryo (4') in a cry- 
oprotector (4) which is surrounded respectively (A) on one hand, successively in the direction of one end (13) (a) with a gas 
mixture (5) (b) with a growth medium (6) and (c) with a first filling and plug (2) and (B) on the other hand, successively in 
the direction of the other end (14) (d) with a gas bubble (7), (e) with a sucrose solution, (0 with another gas bubble (9) and 
(g) with a second plug (3). Application to embryonic transplantation. 

(57)Abrege 

La paillette (1) qui est scellee a ses deux extremites (13, 14) jusqu'au moment de 1'utilisation dans 1'animal renferme 
un embryon (4') dans un cryoprotecteur (4) qui est entoure respectivement (A) d'une part successivement en direction 
d'une extremite (13) (a) d'un melange gazeux (5) (b) d'un milieu de culture (6) et (c) d'un premier bouchon extreme de scel- 
lement (2) et (B) d'autre part, successivement en direction de 1'autre extremite (14) (d) d'une bulle de gaz (7), (e) d'une solu- 
tion de sucrose, (f) d'une autre bulle de gaz (9) et (g) d'un deuxieme bouchon (3): Application en transplantation embryon- 
naire. 



4/27/2007, EAST Version: 2.1.0.14 



UNIQUEMENT A TTTRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationaies en vertu du PCI. 



AT 


Autrichc 


LI 


Liechtenstein 


AU 


Australte 


LK 


Sri Lanka 


BE 


Belgique 


LU 


Luxembourg 


BR 


Bresil 


MC 


Monaco 


CF 


Republique Centrafhcaine 


MG 


Madagascar 


CG 


Congo 


MR 


Mauritanie 


CH 


Suisse 


MW 


Malawi 


CM 


Caraeroun 


NL 


Pays-Bas 


DE 


Ailemagne, Ripublique fdddrale d' 


NO 


Norvege 


DK 


Danemark 


RO 


Roumanie 


n 


Finlande 


SE 


Suede 


FR 


France 


SN 


Senegal 


GA 


Gabon 


SU 


Union sovtetique 


GB 


Royaume-Uni 


TD 


Tchad 


HU 


Hongrie 


TG 


Togo 


JP 


Japon 


US 


Etats-Unis d*Amerique 


KP 


Rdpubiique populaire democratique de Coree 







4/27/2007, EAST Version: 2.1.0.14 



WO 83/02306 



PCT/FR83/00010 



1. 



" Paillette pour la conservation par congelation 
d'embryons de mammif feres et son application 
en transplantation embryonnaire '* 
La presente invention concerne la conservation 
5 par congelation d'embryons de mammif 6res . De tels em- 
bryons trouvent application dans la transplantation em- 
bryonnaire . 

On connait dans l f art anterieur des pet its. tu- 
bes en matifere plastique, d6nomm6s paillettes, contenant 
10 des spermatozoides dans un liquide approprie. 

Par ailleurs, on salt que, pour congeler un em- 
bryon, il faut utiliser un cryoprotecteur . Cependant le 
retrait de ce cryoprotecteur apr&s decongeiation est n6- 
cessaire pour assurer une viability ult6rieure de l f em- 
15 bryon. On a propose la congelation d'un embryon bovin 
dans une paillette d'une structure different* de celle 
de la presente invention, dans laquelle il n T est pas 
pr6vu la dilution du cryoprotecteur aprfes decongeiation. 

La presente invention fournit une paillette d f - 
20 une structure nouvelle, qui permet de retirer le cryo- 
protecteur sans manipuler l f embryon. 

Dans la paillette selon la presente invention, 
l f embryon est conditionne avant la congelation et ladite 
paillette est utilisee en l f etat au moment de la trans- 
25 plantation. 

La presente invention propose une paillette 
sceliee avec laquelle il n ? est plus necessaire d'effec- 
tuer de nombreuses manipulations de l f embryon, comme ce- 
la etait le cas avec la technique anterieure. Ainsi, 
30 plus precisement , un seul condit ionnement est maintenant 
necessaire, savoir celui utilise pour la mise en place 
dans 1* uterus de la femelle receptrice. 

Grace k la paillette selon l f invention, on peut 
utiliser 1' embryon congel6, a la ferme, sans aueune mani- 

f OMPI 
V^K WIFO 
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pulation k l T 6chelle microscopique . On peut stocker 
dans un recipient cryog6nique transportable les embry- 
ons imm6diatement disponibles . Toutes les techniques se~ 
Ion l r art ant£rieur ndcessitaient auparavant l'interven- 
5 tion obligatoire d f un biologiste pour, apr&s d£cong61a- 
tion, manipuler l Y embryon sous loupe binoculaire. 

La present e invention a pour objet une paillet- 
te pour la conservation par congelation d'embryons de 
mammif feres dans un milieu de conservation capable d'etre 

10 congeie et d«§congel£ et comprenant une substance cryo- 
protectrice (ou cryoprotecteur) qui p^netre k l r int£r-i- 
eur des cellules de l'embryon, ladite paillette £tant 
caract£ris£e en ce qu'elle est scell£e k ses extr£mit£s 
jusqu'au moment de 1 1 utilisation dans le mammiffere et en 

15 ce que l'embryon dans le milieu de conservation par con- 
gelation est entour£ respect ivement : 

- (A) d'une part, successivement en direction 
d'une extremity, (a) d f un melange gazeux, (b) d'un mili- 
eu de culture, et (c) d'un premier bouchon extreme de 

20 scellement , 

- (B) et d f autre part, successivement en direc- 
tion de l r autre extr^mite, (d) d'une bulle de gaz, (e) 
d'une solution d'au moins une substance miscible k I'eau, 
peu ou pas toxique k la temperature ambiante vis-^-vis 

25 de l f embryon, qui ne p£nfetre pas k l f int6rieur des cel- 
lules de l T embryon mais qui assure k l f ext£rieur de ce- 
lui-ci une pression osmotique suffisante pour permettre 
une diffusion progressive du cryoprotecteur k l f ext£rieur 
des cellules, la disposition 6tant telle que, k la d<§- 

30 congelation, l'embryon dans son milieu de conservation 
est mis directement en contact avec ladite solution, (f) 
d'une autre bulle de gaz et (g) d'un deuxifeme bouchon 
extreme de scellement. 

La presente invention concerne aussi une pail- 

( OMPI 
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lette munie d f un jonc d r identification pour la conser- 
vation par congelation d r embryons de mammif feres . 

II exist e k l'heure actuelle un besoin d f iden- 
tification d T un embryon congeie dans une paillette tel- 
5 le que celle d6crite dans la pr^sente invention. 

Les paillettes de 1' invent ion avant utilisa- 
tion sont conserves dans de 1' azote liquide. Elles por- 
tent gen6ralement sur leur corps di verses informations 
necessaires k 1* identification comme les references de 
10 I'organisme ayant congeie les embryons, la date de con- 
gelation, la race et les references de la donneuse. 

Etant donne que ces indications sont p.ortees 
directement sur le corps de la paillette, un operateur 
doit pour l f identification sortir pendant quelques ins- 
15 tants la paillette de 1 'azote liquide afin de lire les- 
dites indications. 

L f embryon qui est generalement congeie dans un 
volume de 10 k 40^ul se rechauffe trfes rapidement d6s 
qu'on le sort de 1' azote liquide. II est bien connu que 
20 la Vitesse de rechauf f ement entre - 196 °C et - 60°C est 
sensiblement de l'ordre de 360°C/min. 

La lecture effect u6e directement sur la pail- 
lette est done une source de rechauf f ement non controiee 
qui favorise la recristallisation du milieu congeie. 
25 Une telle recristallisation est d'autant plus 

marquee quand les cellules contiennent une certaine 
quant ite de glace intracellulaire (FARRANT, HEATHER and 
WALTER, 1977 - Effects of interactions between cooling 
and rewarming conditions on survival of cells. In : n The 
30 freezing of Mammalian embryos, Ciba Foundation Symposium, 
52, Elsevier, Excerpta Medica, North Holland). Or, e'est 
precisement le cas avec le type de congelation actuelle- 
ment utilise pour les embryons. 

II exist e done un probieme concernant l'identi- 

• ' f OMPI > 
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fication. 

II existe en outre un problfeme concernant le 
calibrage de la bulle de gaz qui est sitmSe entre la 
fraction contenant le cryoprotecteur et par consequent 
5 1* embryon et la fraction qui, aprfes decongeiatian, assu- 
re la dilution du cryoprotecteur. 

La pr6sente invention apporte une solution k 
ces probl^mes en proposant une paillette pourvue d'un 
bouchon assurant tant une identification precise de 1 T - 
10 embryon place dans ladite paillette qu f une possibility 
de calibrage de la bulle de gaz sus-mentionn6e ? tout en 
.permettant un montage plus aise de la .paillette. 

Selon la presente invention, il est pr4vu une 
paillette pour la conservation par congelation d'embry- 
15 ons de mammif 6res dans un milieu de conservation capa- 
ble d f etre congeie et decongeie et comprenant une subs- 
tance cryoprotectrice (ou cryoprotecteur) qui pendtre k 
l T int6rieur des cellules de l f embryon, ladite paillette 
6tant sceliee k ses deux extr€mit£s jusqu'au moment de 
20 l f utilisation dans le mammiffere, V embryon dans le mili- 
eu de conservation par congelation etant entour6 respec- 
tivement : (A) d T une part successivement en direction 
d f une extremity (a) d f un melange gazeux, (b) d'un milieu 
de culture et (c) d f un premier bouchon extreme de seel- 
25 lement, et 

(B) d 1 autre part successivement en direction 
de 1* autre extremite, (d) d f une bulle de gaz, (e) d'une 
solution d'au moins une substance miscible k l*eau, peu 
ou pas toxique k la temperature ambiante vis-k-vis de 
30 l'embryon qui ne p6n6tre pas k l f interieur des cellules 
de 1' embryon et qui assure k l'exterieur- de celui-ci une 
pression osmotique suffisante pour permettre une diffu- 
sion progressive du cryoprotecteur k l'exterieur des 
cellules, la disposition etant telle que, k la deconge- 
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lation, l'embryon dans son milieu de conservation est 
mis directement en contact avec la solution, (f) d'une 
autre bulle de gaz et (g) d T un deuxi&me bouchon extreme 
de scellement, paillette dans laquelle le deuxi&me bou- 
5 ebon extreme de scellement est un jonc en matifere syn- 
th6tique dont le corps est plus large que celui de ladi- 
te paillette et dont l'extr^mitd dudit jonc , provoquant 
l f 6clatement de la bulle qui, lors de la d«§cong6lation, 
s f 6l6ve le long de la fraction du milieu assurant la di- 
10 lution du cryoprotecteur, est emmanch^e k force par au 
moins un m^plat dans I'une des extr6mit6s de la paillet- 
te apr£s son remplissage k raison d'une longueur qui 
est choisie k volont<§ pour calibrer avec precision ladi- 
te bulle. 

15 La pr^sente invention conceme 6galement les 

caract6rxstiques ci-apr£s, consid«§r6es isdl^ment ou se- 
Ion toutes leurs combinaisons techniquement possibles : 

- le melange gazeux (a) est choisi parmi l f air, 
V azote , des melanges gazeux binaires ou ternaires; 

20 - le melange gazeux (a) est const it u6 d f azote, 

d'oxygfene et de gaz carbonique, notamment k raison de 
90 % d f azote, de 5 % d'oxygfcne et de 5 % de gaz carboni- 
que; . 

- le milieu de culture (b) est un milieu de 
25 culture in vitro k tampon carbonate ou phosphate, par 

exemple un tampon carbonate comprenant essentiellement 
du glucose, des sels min£raux et des acides amines, ou 
un milieu k tampon phosphate de type PBS; 

- le cryoprotecteur est le glycerol, le dim£- 
30 thylsulf oxyde ou le propanediol; 

- la bulle de gaz (d) plac6e entre l'embryon et 
la solution (e) est form6e par l'air, 1' azote ou des me- 
langes de gaz binaires ou ternaires; 

- la solution (e) contient du sucrose et un 

f OMPI , 
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tampon salin (phosphate ou carbonate); 

- la solution (e) contient de la polyvinylpyr- 
rolidone et un tampon salin (phosphate ou carbonate); 

- la normality du tampon salin de la solution 
5 (e) est fonction de la molarity de la substance qu ? elle 

contient , la rfegle 6tant que plus la molarity de la subs- 
tance augmente, plus la normality du tampon diminue; 

- la bulle de gaz (f ) plac£e entre la solution 
(e) et le deuxi&me bouchon (g) est form^e par l T air, 

10 l f azote ou des melanges de gaz binaires ou ternaires; 

- la paillette est congel6e horizontalement ; 

- le rapport en volume des Elements constitu- ' 
tifs pour un volume giobal d'une paillette de 500 micro* 
litres se sit ue dans la gamme suivante : 

15 embryon 40 microlitres 

melange gazeux (a) 50 microlitres 

milieu de culture (b) .150 microlitres 

bulle de gaz (d) plac£e entre 

l'embryon et la solution (e) 20 microlitres 

20 solution (e) 200 microlitres 

bulle de gaz (f) plac6e entre 
la solution et le deuxi&me 

bouchon (g) 40 microlitres. 

- I'extr6mit6 du jonc assurant l^clatement de 
la bulle pr^sente une forme de calotte sph6rique, 

25 - i'extr&ait^ du jonc assurant l f 6clatement de 

la bulle pr6sente une forme de tronc de cone; 

- I f extr6mit6 du jonc assurant 1* 6clatement de 
la bulle pr6sente une forme de cone; 

- la forme en tronc de cone ou de calotte sph6- 
30 rique de l'extr^mit^ du jonc est surmont§e d T une courte 

point e; 

- le corps du jonc comporte des symboles n6ces- 
saires a. 1 T identification de la paillette; 

- le jonc est en mati&re plastique injectde; 



OMPI 
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- le jonc est en polychlorure de vinyle; 

- I'emmanchement k force du jonc est renforce 
en soumettant la zone de jonction k une operation de 
soudage - 

5 L f invention sera encore illustr<§e sans etre 

aucunement limitee en reference aux dessins annexes sur 
lesquels : 

Fig. 1 reprdsente la structure d'une paillette 
selon la pr^sente invention avant la congelation, 
XO Fig. 2 illustre la meme paillette que celle de 

la figure 1 lors de la decongeiat ion et de la dilution 
du cryoprotecteur avant l f application de la paillette en 
transplantation embryonnaire , 

Fig. 3 illustre la structure d f une paillette 
15 munie d'un jonc d f identification selon la prSsente inven- 
tion avant la congelation, 

Fig. 4 est un detail de l'extremlte d'un jonc 
en forme de calotte sph6rique, 

Fig. 5 est un detail de l'extremite d'un jonc 
20 en forme de tronc de cone, 

Fig. 6 est un detail de l'extremite d'un jonc 

en forme de cone. 

Sur la figure 1, la paillette selon la pr6sente 
invention est designee dans son ensemble par 1. Elle est 

25 obturee k ses deux extremites 13, 14 par un bouchon, les 
deux bouchons etant symbolises respectivement par 2 et 
3. Le premier bouchon 2 est un bouchon classique const i- 
tue de coton imbibe d T alcool polyvinyl ique . Un tel bou- 
chon a ete decrit dans le brevet FR 1.472.139. Le deu- 

30 xi6me bouchon 3 peut etre un bouchon identique k celui 
du bouchon 2, toutefois cela n'est pas necessaire et il 
peut s'agir d'un simple bouchon d'alcool pol y vinyl ique . 
Une paillette 1 d'une contenance de 500 microlitres pre- 
sente une dimension de 13 cm pour un diamfetre de 2,7 
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centimetres. L'erabryon 4 f se trouve dans le milieu de- 
conservation par congelation. Celui-ci peut etre tout 
milieu connu k cet ef f et . II s'agit d T un milieu tampon- 
ne et additionne d'un cryoprotecteur 4 constitue, par 
5 exemple, de glycerol, de dimethylsulfoxyde ou de propa- 
nediol. Pour avoir plus de renseignements au sujet d'un 
tel milieu de conservation par congelation, l f homme de 
l f art pourra se r§£6rer k I'ouvrage : The Freezing of 
Mammalian Embryos Ciba Foundation Symposium 52 Elsevier 

10 North Holland, 1977 et k la publication Henaud et al. 
198-L : Tefiogenology, 15,113 • A titre d* exemple, la con- 
centration du cryoprotecteur (glycerol) 4 est d' environ 
1 k 1,5 M, Pour, une paillette 1 de 500 aiicr ©litres , le 
volume de l'embryon 4 T dans le milieu de conservation 

15 par congelation represente 40 microlitres, celui-ci est 
entoure respect ivement du cote tourne vers le bouchon 2 
par 50 microlitres d f un melange gazeux 5. Le melange ga- 
zeux 5 peut etre de l T air, de l f azote ou il peut compren- 
dre des melanges binaires ou ternaires. A titre d f exem- 

20 pie, le melange gazeux 5 peut etre const it ue d f azote, d f - 
oxyg6ne et de gaz carbonique notamment k raison de 90 % 
d* azote, de 5 % d'oxygfene ex de 5 % de gaz carbonique. 
Entre le melange gazeux 5 dont le volume represented 
comme indique ci-dessus, sensiblement 50 microlitres et 

25 le bouchon 2 se trouve le milieu de culture 6. Le milieu 
de culture 6 est tout milieu approprie k la culture in 
vitro. TTn exemple specifique d'un tel milieu est un mi- 
lieu tampon carbonate mis sur le marche par la societe 
API FRANCE sous la denomination "Milieu B 2 INRA MENEZO" 

30 et qui comprend essentiellement du glucose, des sels mi- 
neraux, des acides amines. Un autre milieu 6 utilisable 
est celui disponible sous la denomination generique PBS 
qui est un milieu tampon-phosphate; un milieu PBS est 
notamment deer it par Whittingham dans "Journal of Repro- 
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duct ion and Fertility Supplement 14:7-21 - 1971. Le mi- 
lieu de culture in vitro 6 permet k la fois la viabili- 
ty de l'embryon 4 r et la reprise normale de 1' activity 
m^tabolique de celui-ci aprfes d<§cong6lation. Sur le cot6 
5 tourn6 vers le bouchon 3, I'embryon 4 f dans le milieu de 
conservation par congelation renfermant le cryoprotec- 
teur 4, est entour6 par une bulle de gaz 7 d'un volume 
de 20 microlitres puis d f une solution 8 d'au moins une 
substance miscible k l T eau, peu ou pas toxique k la tem- 

10 p^rature ambiante vis-it- vis de I'embryon, qui ne p6n6tre 
pas k l f int^r ieur des cellules de I'embryon 4' mais qui 
assure k I'exte&rieur de l'embryon une pression osmotique 
suffisante pour permettre une diffusion progressive du 
cryoprotecteur- 4 k Vext6rieur des cellules; cette solu- 

15 tion etant d<§sign6e par 8 et , dans I'exemple choisi, oc- 
cupe un volume de 200 microlltres. Enf in, une autre bul- 
le de gaz 9, de volume de 40 microlitres, s^pare la solu- 
tion 8 du bouchon 3. 

Les deux bulles de gaz 7 et 9 peuvent etre 

20 constitutes d'air, d f azote ou comprendre des melanges de 
gaz binaires ou ternaires. La substance pr6f6r6e pour la 
solution. 8 est le sucrose. La solution 8 contient par e- 
xemple du sucrose et un tampon (phosphate ou carbonate) 
dont la normality est choisie en fonction de la molarity 

25 du sucrose. Plus la molarity du sucrose augmente, plus 
la normality du tampon diminue. Une combinaison qui a 
donn6 de bons r£sultats est constitute de sucrose 0,25M 
pour un tampon de 1 N. On peut remplacer le sucrose par 
de la polyvinylpyrrolidone, les conditions ci-dessus 

30 indiqutes §tant les memes. 

La solution 8 est une fraction permettant le 
retrait partiel du cryoprotecteur 4 k l T ext6rieur des 
cellules de. l'embryon 4'. II est bien certain qu'une 
fraction minime de cryoprotecteur 4 restera de toute fa- 

f OMPI ^ 
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gon. La disposition dans la paillette 1 selon la pr§sen- 
te invention est telle que, k la d6cong£lation, l'embry- 
on 4 f dans son milieu de conservation est mis directe- 
ment en contact avec la solution 8. 
5 La bulle de gaz 7 est une fraction qui dispa- 

rait au cours du r6chauff ement et qui permet la jonction 
de la solution 8 et du cryoprotecteur 4, tandis que le 
melange gazeux 5 a pour effet de maintenir s6par§ jus- 
qu f au transfert in utero le melange de cryoprotecteur et 

10 de solution d6sign£ par 11 et le milieu de culture 6. 

La solution 8 ne p6ndtre pas dans les cellules 
embryonnaires mais permet en £levant la pression osmoti- 
que du milieu, de limit er notamment les chocs osmotiques 
sur les membranes cellulaires lors de la diffusion pas- 

15 sive du cryoprotecteur 4 k l r ext£rieur des cellules de 
I'embryon 4* . 

Les diff£rentes fractions selon la structure 
ci-dessus sont plac^es par simple aspiration k l f aide 
d'une seringue de 1 ml dans la paillette 1 selon la pr6- 

20 sente invention. La paillette 1 est scell6e k ses deux 
extr6mit6s 13, 14 k l'aide des deux bouchons 2 et 3 et 
l f ensemble tel qu f illustr6 sur la figure 1 est ensuite 
congel6 horizontalement . 

La figure 2 iilustre la d£cong§lation et la di- 

25 lution du cryoprotecteur 4 qui dans I'exemple choisi est 
du glycerol 1,5 M. Lors de la d£cong61ation, la paillet- 
te 1 est dispos^e verticalement dans un bain-marie k une 
temperature sensiblement de 37°C d£sign6 sur la figure 2 
par 10. 

30 La solution 8, moins concentr6e que la solution 

de cryoprotecteur 4, commence k fondre la premiere k 
partir des parois 15 de la paillette 1; ainsi, k la tem- 
perature de d£cong6lation , la solution 8 dont la concen- 
tration est inf£rieure k celle du milieu de conservation 
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par congelation, commence k fondre la premiere, ce qui 
permet k la bulle de gaz 7, d6s le debut du changement 
de temperature accompagnant la decongeiation, de s f Cle- 
ver k l'interieur de la paillette 1; les dimensions de 
5 ladite bulle de gaz 7 sont definies de sorte que cette 
ascension se f asse progressivement . Le volume du melange 
gazeux 5 qui est de plus grosse dimension que la bulle 
de gaz 7, reste pratiquement inchange et maintient la 
separation entre* le milieu de conservation et le milieu 

10 de culture 6. On obtient ainsi dfes la decongeiation un 
melange sucrose-glycerol 11. Le rapport des volumes de 
1 k 5 glycerol : sucrose permet la diffusion .progressi- 
ve du glycerol. En retournant la paillette 1, une fois 
dans chaque sens pendant 5 4 7 minutes, on permet k 1 T - 

15 embryon 4 f de circuler tout le long de la colonne de li- 
quide ce qui contribue it une diffusion homdgfene du cryo- 
protecteur 4. 

La paillette 1 tenue vert icalement , est coup6e 
k son extremite superieure, puis montee dans un pistolet 

20 de transplantation 12. Une partie du milieu de dilution 
11, constitu6 de glycerol et de sucrose dans le present 
exemple, est expulsee avant mise en place de 1 T embryon 
4' . Le melange avec le milieu de culture 6 est ainsi as- 
sure au cours du d6pot de V embryon 4* dans 1 'uterus de 

25 la receveuse. Sur la figure 2 les memes symboles de re- 
ference designent des parties identiques k celles de la 
figure 1. 

Sur les figures 3 k 6, la paillette est desi- 
gnee dans son ensemble par 1 et ses parois par 15. Elle 
30 est obturee k une de ses extremites 13 par un bouchon 2, 
qui est par exemple un bouchon d f alcool polyvinyl ique . 
L f embryon 4 1 se trouve dans un cryoprotecteur 4 et est 
entoure respect ivement par un melange gazeux 5 et une 
bulle de gaz 7. Entre le melange gazeux 5 et le bouchon 
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2 se trouve le milieu de culture 6. Une solution 8 d'au 
moins une substance miscible k l'eau, peu ou pas toxique 
k la temperature ambiante, vis-£-vis de l f embryon, qui 
ne p£n6tre pas k l T int6rieur des cellules de I'embryon 
5 4 f mais qui assure k l'ext6rieur de l'embyron une pres- 
sion osmotique suffisante pour perraettre une diffusion 
progressive du cryoprotecteur 4 k l T ext§rieur des cellu- 
les, est pr§vue entre la bulle de gaz 7 et une autre 
bulle de gaz 9 qui s6pare ladite solution 8 du bouchon 
10 3* 

Le bouchon 3 qui est pr6vu k I f extr6mit6 14 de 
la paillette 1 est un jonc 31, en matifcre plastique dont 
le corps 32 est plus large que celui de la paillette 1. 
Ce jonc 31 est sertl ou emmanch6 k force k une de ses 

15 extr6mit6s 34 pourvue au moins d f un m§plat dans l 1 extre- 
mity 14 de la paillette 1. L r extr6mit<§ 34 du jonc 31 en 
forme de calotte sph£rique 34a, de.tronc de cone 34b ou 
de cone 34c muni ou non d'une fine pointe 34d facilite . 
apr£s la d6cong£lation l f 6clatement de la bulle 7 lors- 

20 qu T elle arrive au contact du jonc 31, ce qui 6vite lors 
du retournement de la paillette 1 un mouvement de retour 
de la bulle 7 k l'int£rieur de la paillette 1. Un tel 
mouvement peut perturber le d^placement de I'embryon 4 f 
le long de la colonne constitute par le melange des 

25 fractions 4 et 8. Le jonc 31 est emmancht apr£s le rem- 
plissage de la paillette 1 k raison d f une longueur qui 
est choisie k volontt pour calibrer avec precision la 
bulle 7, Gr£ce k un effet de piston du k 1 f emmanchement 
rtglable du jonc 31, la bulle 7 peut etre calibrte avec 

30 une tr6s grande precision. Le jonc 31 comporte des sym- 
boles ntcessaires k V identification de la paillette 1; 
il est done possible, selon la presente invention, tout 
en maintenant la possibility de porter une identifica- 
tion directement sur la paillette 1, d'inscrire les sym- 

r QMPi > 
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boles sur le jonc de matifere plastique 31 qui possfede 
une certaine inert ie thermique et qui est serti dans 1 T - 
extr6mit£ 14 de la paillette 1. Pour la lecture, seule 
la sortie du jonc de matifere plastique 31 hors de I'azo- 
5 te liquide est n£cessaire , la paillette prpprement dite 
1 6tant laiss6e dans 1 T azote liquide. Le recours k un 
code de couleurs corps 32 du jonc 31 - extr&nite 14 per- 
met une premiere identification pour des lots de pail- 
lettes stock£es dans le recipient d f azote liquide. Pour 

10 que la longueur paillette 1 - jonc 31 reste compatible 
avec les possibility de stockage dans les different s 
recipients disponibles actUQllement sur le march£, la 
longueur totale de la paillette 1 est r6duite comme in- 
diqu6 ci-aprfes. 

15 Comme on l f a mentionn<§ ci-dessus, le jonc-bou- 

chon 3, 31 permet <§galement un montage plus ais6 de la 
paillette. En effet pour pouvoir monter dans la paillet- 
te 1 & la d£cofig£lation, la bulle 7 doit §tre de volume 
r£duit : 20^ul pour les paillettes de SOO^ul, 6-8^1 

20 pour les paillettes de 250/Ul. Le calibrage de la bulle 
7 doit Stre effect u£ avec precision lors du montage de 
la paillette 1. Si l f on pr£l£ve un volume d' air 16gfere- 
ment inf£rieur,' le risque de melange des deux fractions 
existe et il faut recommencer 1' operation. Le jonc de 

25 matifere plastique 31 au cours de l f emboxtement k 1 'ex- 
tremity. 14 de la paillette 1 comprime les fractions ga- 
zeuses au montage et leur volume diminue. Cette diminu- 
tion de volume liee & la longueur du jonc 31 ins£r£ dans 
la paillette 1 rend plus aisS le montage ; l f op£rateur 

30 peut pr61ever un volume plus important et controler k la 
fin des operations le volume des fractions d r air ou me- 
lange gazeux, en jouant sur la longueur du jonc 31 insu- 
re dans la paillette 1. 

L f emmanchement St force ou sertissage du jonc en 
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matifere plastique 31 dans la paillette 1 peut etre 6ven- 
tuellement renforc6 en soumettant la zone de jonction 
aux effets d'un so.udage. Un tel proc§d6, par exemple, k 
l'aide d'une courte impulsion de soudage permet de par- 
5 faire la soudure des deux 6l6ments en mati&re plastique 
afin de garantir 1* inviolability de la paillette 1. 

Selon la pr^sente invention, on a r6alis£ des 
paillettes de diamfetre interne de 2,8 mm (correspondant 
k celui des paillettes de SOOyul ) et des paillettes de 
10 diamfetre interne de 1,7 mm (correspondant k celui de 
paillettes de 250^ul 

On indiqup ci-aprfes le rapport en volume et en 

longueur des 616ments constitutifs pour une paillette de 

petit diamfetre, savoir 250yUl. 

15 Fraction Longueur Volume 

en mm Approximatif 



en yUl 



Embryon (4-4 T ) 5 12 

Melange gazeux (5) 10 24 

Bulle de gaz (7) entre l f em- 

20 bryon (4-4 f ) et la solution (8) 2,5 6 

Solution sucrose (8) 25 55 

Milieu de culture (6) 25 55 

Bulle d' air terminale (9) 2,5 6 

Total paillette (1) 

25 sans bouchon (2) 70 ru 160 

Longueur totale paillette 

(1) sans jonc (31) 87 



Longueur Jonc (31) 55 
Longueur totale 142 



30 La present e invention est applicable aux mammi- 

f feres. Les meilleurs r§sultats ont 6t§ obtenus sur les 
embryons de bovins, d'ovins et de caprins. Toutefois, il 
importe de remarquer que la present e invention n r est pas 
limit 6e k 1 1 application aux ovins, bovins et caprins. 
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La paillette 1 de la present e invention a ete 
utilisee en transplantation embryonnaire . Les r6sultats 
obtenus sont les suivants : 

Sur 30 erabryons congel6s, puis cultiv6s in vi- 
5 tro, 24 heures ou 48 heures aprfcs decongeiation, 25 se 
sont noimalement d6velopp6s. Ce nombre represente un 
rendement de 83,3 %. 

Sur 14 embryons congeles, puis transplants di- 
rectement aprfes congelation, 7 gestations k 55 jours ont 
10 6te obtenues avec des taux de survie de SO %. Les tech- 
niques utilises. selon l'art anterieur ne permettaient 
qu'un taux de survie de 35 %. 

La present e invention reside dans la structure 
particulifere ci-dessus d6crite de la paillette 1. II est 
15 clair que la matifere plastique const it uant les parois 15 
est une matifere plastique habituellement utilisee dans 
les paillettes, selon la technique anterieure et ne ren- 
tre pas dans le cadre de la present e invention, 

Enfin, il import e d* observer que la capacity de 
20 la paillette 1 de 500 microlitres peut varier et il est 
possible de r<§aliser des paillettes dont le volume peut 
Stre different comme par exemple des paillettes de 250 
microlitres. 

La present e invention propose done egalement 
25 une paillette munie d f un jonc d f identification pour la 
conservation par congelation d* embryons de mammif feres, 
ledit jonc en matifere plastique 31 permettant de r^ali- 
ser une identification precise de l'embryon place dans 
la paillette 1 et de calibrer k volonte la bulle de gaz 
30 7 tout en rendant le montage de ladite paillette 1 plus 
ais6. II convient de remarquer que le jonc 31 peut etre 
realise en toute matifere plastique compatible avec les 
fractions de la paillette 1. A titre d r exemple, ce jonc 
31 est realise en polychlorure de vinyle, toutefois, il 
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est bien entendu que toutes les matiferes similaires con- 
viennent aussi. Les symboles d f identification sur le 
jonc 31 peuvent etre r£alis£es selon toutes mani&res 
convenables, par exemple ces identifications peuvent e- 
5 tre imprim^es en utilisant une matrice en caoutchouc. 

La difference de largeur entre le corps 32 du 
jonc 31 et le corps de la paillette 1 peut varier k vo- 
lonte, cependant on pr^ffere que le corps 32 du jonc 31 
soit seulement I6g6rement sup^rieur au corps de la pail- 
10 lette 1. 

L' invention n T est pas limit 6e aux modes de rea- 
lisation represent 6s et d6crits et elle englobe les dif- 
fSrents Equivalents techniques et modifications 2t la 
port§e de l'homme du metier. 
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REVENDICATIONS. 
1. paillette pour la conservation par congela- 
tion d'embryons de mammif feres dans un milieu de conser- 
vation capable d'etre conge 16 et decongeie et compre- 
5 nant une substance cryoprotectrice (ou cryoprotecteur) 
(4) qui p6n6tre k l'interieur des cellules de I'embryon 
(4 T ), ladite paillette (1) 6tant caract6ris<§e en ce qu 1 - 
elle est sceliee k ses deux extremites (13, 14) jusqu'au 
moment de V utilisation dans le mammif&re et en ce que 
10 I'embryon (4 f ) dans le milieu de conservation par conge- 
lation, est entoure respect ivement : 

- (A) d'une part, successivement en direction 
d'une extr6mite (13), (a) d f un melange gazeux (5), (b) 
d f un milieu de culture (6) et (c) d'un premier bouchon 

15 extreme de scellement (2), 

- (B) et d T autre part, successivement en direc- 
tion de I 1 autre extremity (14) (d) d'une bulle de gaz 
(7), (e) d'une solution (8) d T au moins une substance 
miscible k I'eau, peu ou pas toxique a. la temperature 

20 ambiante vis-a.-vis de Vembryon (4 f ) qui ne pendtre pas 
k l'interieur des cellules de I'embryon (4 1 ) mais qui 
assure k I'exterieur de celui-ci une pression osmotique 
suffisante pour permettre une diffusion progressive du 
cryoprotecteur (4) k l f ext6rieur des cellules, la dispo- 

25 sition etant telle que, k la d£cong£lation, I'embryon 
(4 f ) dans son milieu de conservationist mis directement 
en contact avec ladite solution (8), (f) d'une autre 
bulle de gaz (9 et (g) d f un deuxi&me bouchon extreme de 
scellement (3). 

30 2. Paillette selon la revendication 1, caracte- 

ris6e en ce que le melange gazeux (a) (5) est choisi par- 
mi l'air, l f azote, des melanges gazeux binaires ou ter- 
naires ♦ 

3, paillette selon l T une des revendications 1 

f OMPI ^ 
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ou 2, caract6ris6e en ce que le melange gazeux (a) (5) 
est constitu§ d f azote, d'oxyg&ne et de gaz carbonique, 
notamment k raison de 90 % d f azote, de 5 % d'oxygfcne et 
5 % de gaz carbonique. 
5 4. Paillette selon I'une des revendications 1 

k 3, caract6ris6e en ce que le milieu de culture (b) 
(6) est un milieu de culture in vitro k tampon carbona- 
te ou phosphate, par exemple k tampon carbonate, compre- 
nant essentiellement du glucose, des sels min^raux et 
10 des acides amines ou un milieu k tampon phosphate de ty- 
pe PBS. 

5. Paillette selon l r une quelconque des reven- 
dications 1 k 4, caract6ris6e en ce que le cryoprotec- 
teur (4) est le glycerol, le dim^thylsulf oxyde ou le 

15 propanediol. 

6. Paillette selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 k 5, caract£ris£e en ce que la bulle de gaz 
(d) (7) plac<§e entre I'embryon (4 1 ) et la solution (e) 
(8)* est form^e par l'air, 1* azote ou les melanges de gaz 

20 binaires ou ternaires. 

7. Paillette selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 k 6, caract§ris6e en ce que la solution (e) 
(8) contient du sucrose et un tampon salin (phosphate ou 
carbonate) . 

25 8. Paillette selon l'une quelconque des reven- 

dications 1 i 7, caract6ris6e en ce que la solution (e) 
(8) contient de la polyvinylpyrrolidone et un tampon sa- 
lin (phosphate ou carbonate) . 

9. Paillette selon l T une quelconque des reven- 
30 dications 1 k 8, caract£ris6e en ce que la normality du 

tampon salin de la solution (e) (8) est fonction de la 
molarity de la substance qu'elle contient. 

10. Paillette selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 & 9, caract£ris£e en ce que la rfegle est que 
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plus la molarity de la substance augmente, plus la nor- 
mality du tampon diminue. 

11. Paillette selon l T une quelconque des reven- 
dications 1 i 10, caract6ris6e en ce que la bulle de gaz 

5 (b) (9) plac<§e entre la solution (e) (8) et le deuxi6me 
bouchon (g) (3) est form<§e par l'air, 1* azote ou des me- 
langes de gaz binaires ou ternaires. 

12. Paillette selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a/ 11, caract6ris«§e ea ce qu'elle est conge- 

10 I6e horizontalement . 

13. Paillette selon l f une quelconque des reven- 
dications 1 i 12, caract£ris6e en ce que le rapport en 
volume des 616ments const it ut if s pour un volume global 
-d f une paillette (1) de 500 microlitres se situe dans la 

15 gamme suivante : 

embryon (4 1 ) 40 microlitres 

melange gazeux (5) 50 microlitres 

milieu de culture (b) (6) 150 microlitres 

bulla de gaz (d) (7) plac6e entre 
9n l f embryon (4 f ) et la solution (e) 

^ u (8) 20 microlitres 

solution (e) (8) 200 microlitres 

bulle de gaz (f) (9) plac6e entre 
la solution (e) (8) et le deuxi6- 

me bouchon (g) (3) 40 microlitres 

25 14. Paillette selon I'une quelconque des re- 

vendications 1 it 13, caract6ris6e en ce que le deuxifeme 
bouchon extreme de scellement (3) est un jonc (31) en 
matifcre synth^tique dont le corps (32) est plus large 
que celui de la paillette (1) et dont I'extr6mit6 (34) 

30 dudit jonc (31) provoquant l T 6clatement de la bulle (7) 
qui lors de la d6cong61at ion s'eifeve le long de la frac- 
tion du milieu assurant la dilution du cryoprotecteur , 
est emmanchee k force par au moins un m6plat dans l'une 
des extr6mit6s (14) de la paillette (1) apr&s son rem- 
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plissage k raison d T une longueur qui est choisie k vo- 
lenti pour calibrer avec precision ladite bulle (7). 

15. Paillette selon la revendication 14, carac- 
t£ris6e en ce que l'extrSmit^ (34) du jonc (31) assurant 

5 I'^clatement de la bulle (7) pr^sente une forme de ca- 
lotte sph§rique (34a) . 

16. Paillette selon la revendication 14, carac- 
t6ris6e en ce que I f extr6mit6 (34) du jonc (31) assurant 
l T 6clatement de la bulle (7) prdsente une forme de tronc 

10 de cone (34b) . 

17. Paillette selon la revendication 14, carac- 
t6ris6e. en ce que l T extr£mit6 (34) du jonc (31) assurant 
l f 6clatement de la bulle (7) present e une forme de c6ne 
(34£) . 

15 18. Paillette selon l'une des revendications 

15 ou 16, caract6ris6e en ce que la forme en tronc de 
cone (34b) ou de calotte sptuSrique (34a) de I f extr6mit6 
(34) du jonc (31) est surmont^e d'une court e point e 
(34d). 

20 19. Paillette selon l'une quelconque des reven- 

dications 14 k 18, caract6ris6e en ce que le corps (32) 
du jonc (31) comporte des symboles n£cessaires k V iden- 
tification de la paillette (1) . 

20. Paillette selon l f une quelconque des reven- 
25 dications 14 k 19, caract£ris6e en ce que le jonc (31) 

est en matifere plastique inject^e. 

21. Paillette selon l'une quelconque des reven- 
dications 14 k 20, caract£ris6e en ce que le jonc (31) 
est en polychlorure de vinyle. 

30 22. Paillette selon I'une quelconque des reven- 

dications 14 k 21, caract6ris6e en ce que I'emmanchement 
k force du jonc (31) est renf orc§ en soumettant la zone 
de jonction k une operation de soudage. 

23. Paillette selon l T une quelconque des reven- 
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dications 14 a 22, caracterisee en ce que les rapports 

en volume et longueur des Elements constitutifs pour un 

volume global d'une paillette de 205yUl, se situent dans 

la gamme suivante : 

5 Fraction Longueur Volume 

en mm approximatif 

en /Ul 

: , — . : — - — — r 

Embryon (4-4 T ) 5 12 

Melange gazeux (5) 10 24 

Bulle de gaz (7) entre 1' embryon 
10 (4-4') et la solution (8) 2,5 6 

Solution sucrose (8) 25 55 

. Milieu de culture (6) 25 55 

Bulle d'air terminale (9) .2,5 6 



15 



Total paillette (1) sans bou- 

eaon (2) 70 J\J_ 160 

Longueur totale paillette (1) 

sans jonc (31) .87 . 

Longueur jonc (31) 55 

Longueur totale 142 



20 24. Application de la paillette selon I'une 

quelconque des revendications 1 a 23 en transplantation 
embryonnaire. 
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oo de tels documents font partle des domalnes sur leaquels la recherche a porta * 



III. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS " 



Catigorie 



A 
A 
A 



Identification dea documents cites," avec Indication, al necessafre, 
des passages pertinents " 



N* des revendlcatlona 
visdea " 



FR, A/ 1472139 (R.CASSOU) 10 mars 1967 

DE, B, 1761571 (L.SIMMET) 9 juin 1971 

FR, A, 2254639 (I.N.R.A.) 11 juillet 
1975 



* Categories speclaJes de documents cites: » 
« A » document deflnlssant I'etat general de la technique, non 
consider^ comma particulierement pertinent 

« E » document ante>feur, mais publie a ta date de depot Interna- 
tional ou apres cette date 

«L» document pouvant later un doute aur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une ralson speclale (telle qu'indiquee) 
« O » document se referent a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

« P » document publie" avant ta date de depot International, mala 
posterieurement a la date de priorlte revendiquee 



« T a document ul teneur publie posterieurement a la date de depot 
International ou a la date de priorlte et rYappartenant pas 
a Tfitat de la technique pertinent mais cite pour comprendre 
le principe ou la theorie constltuant la base de I'lnventlon 

« X » document particulterement pertinent: Hnvention revendi- 
quee ne peut etre conslderie comme nouvelle ou com me 
impllquant une actlvite Inventive 

«Y» document particulierement pertinent: ('Invention reven- 
diquee ne peut etre considered comme Impllquant une 
actlvite Inventive lorsque le document est associe a un ou 
plusieurs autres documents de meme nature, cette combl- 
naison etant evldente pour une personne du metier. 
« &» document qui fait partie de la meme-4d/iille de brevets 
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